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Abstract
　　　Children　with　cardiopulmonary　arrests　on　arrival　（CPAOA）　were　investigated　virologically　and　im－
munologically．　Four　infants　were　accompanied　with　fatal　virus－associated　hemophagocytic　syndrome（VAHS）．
One　i　nfant　was　infected　with　parainfluenza　virus　type　2　and　the　other　three　patients　were　infected　with
enterovirus．　Thei’r　histological　findings　revealed　many　hemophagocytic　cells，　and　laboratory　data　showed
elevated　levels　of　ferritin，　soluble　IL－2　receptor，　IL－6　and　messenger　levels　of　several　cytokines　in　many　organs，
which　suggested　hemophagocytic　syndrome．　We　investigated　the　gene　of　the　signaling　lymphocytic　activation
molecule　（SLAM）一associated　protein　（SAP）　which　can　correlate　with　a　lethal　syndrome　by　using　direct
sequencing．　However　there　was　no　mutation　in　the　three　cases　we　studied．
Introduction
　　In　1996　Grangeot－Karos　reported　that　enterovirus
（EV）　is　one　of　the　causes　of　sudden　infant　death　syn－
drome　（SIDS）’）．　ln　Taiwan　there　was　a　pandemic　of
hand－foot－and－mouth　disease　with　high　mortality　in
19982）．　From　those　reports　it　seems　that　enterovirus　and
other　viruses　causing　sudden　infant　death　and　cardiopul－
monary　arrest　（CPA）　are　not　rare．　We　reported　four
fatal　cases　with　virus－associated　hemophagocytic　syn－
drome（VAHS）3）‘）．　ln　that　study　two　infants　cases　with
CPA　were　involved，　which　resembles　SIDS．　Recently，
methods　of　viral　detection　are　more　sensitive．　Espe－
cially，　the　viral　genome　can　be　detected　easily　by　PCR．
The　sensitivity　of　PCR　is　1，000　times　higher　than　usual
cell　culture5）．　ln　order　to　better　understand　this　phe－
nomenon　we　investigated　cases　with　sudden　infant　death
and　CPA　on　arrival　（CPAOA）　by　RT－PCR，　and　as－
sayed　several　cytokines．　Gene　mutations　in　the　signal一
ling　lymphocyte　activation　molecule　of　the　signaling
lymphocytic　activation　molecule　（SLAM）一associated
protein　（SAP）　underlie　60Yo　of　cases　of　X－linked
lymphoproliferative　syndrome，　which　is　characterized　by
leth l　lymphohystiocytosis　and　lymphomas6）．　There－
fore，　the　genome　of　SAP　was　also　investigated　in　cases
were　positive　for　virus．
Materials　and　Methods
　We　encounted　8 patients　with　CPAOA　in　our　depart－
men 　from　November　2001　to　December　2002．　ln　the
ame　period　 wo　other　infants　with　neuromuscular
di a es　（Werdnig－Hoffmann　disease　and　nemaline
myopathy） and　CPAOA　who　are　not　involved　in　this
tudy　were　hospitalized．　All　8　patients　were　boys　and
th ir　ages　were　from　1　month　to　8　years　of　age．　The
laboratory　findings　at　arrival　showed　high　levels　of
transaminase　（AST　predominance），　LDH，　CPK　and
glucose　in　all　cases．
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　　We　investigated　the　cytokines，　the　pathology　of　sev－
eral　organs，　RNA　of　enterovirus　and　parainfluenza　virus
2　in　tissues，　and　inflammatory　cytokines　in　mRNA　levels
in　4　cases．　Rapid　tests　for　other　viruses（influenza　virus，
rotavirus　and　RS　virus）were　also　done．　Serum　Iレ6，
IL－8，　IL－10，　soluble　TNF　R　I，　soluble　IL－2　receptor
（SIL－2R）　and　TNF－a　were　assayed　using　a　commercial
available　ELISA　kit．　Viral　RNA　in　several　organs　was
checked　using　an　RT－PCR　method　we　reported3）5）．
Messenger　RNA　levels　of　TN　F－a，　IFN－7　and　IL－6
were　investigated，　comparing　them　with　6－Actin　in
several　organs　using　Light　Cycler　（Roche　Diagnostics
GmbH，　Mannheim，　Germany）　and　a　commercially
available　kit　（GmbH，　Heidelberg，　Germany）．　Direct
sequencing　of　the　SAP　gene　was　also　investigated　with
the　informed　consent　of　their　parents．　The　primers　of
direct　sequences　were　assayed　using　already　reported
methods　with　minor　changes，　shown　in　Table　16）．　The
direct　sequence　was　canied　out　on　a　DYEnamic　Direct
Cycle　Sequencing　kit　with　7－deaza－dGTP　（Amersham，
Buckinghamshire，　UK）．　Nucleotide　sequence　was　anal－
yzed　with　a　4200G　DNA　sequencer　（LI－COR，　Nebras－
ka，　USA）．
Results
The　clinical　causes　and　results　of　viral　studies　are
shown　in　Table　2．　Two　cases　did　not　show　any　symp－
toms　before　CPA，　similar　to　SIDS．　No　case　recovered．
Parainfluenza virus　2　was　isolated　from　a　throat　swab　in
case　3．　l 　the　other　three　cases，　the　enterovirus　was
etected　in　serum　or／and　tissue　at　autopsy　using　RT－
PCR　for　enterovirus．　Rapid　tests　for　influenza　virus，
rotavirus　and　RS　virus　were　done　in　suspected　cases，　and
all　d ta　were　negative．　The　results　of　RT－PCR　for
virus　in　samples　and　the　data　of　cytokines　are　shown　in
Table 3．　All　subjected　cases　showed　high　levels　of
several　cytokines，　SIL－2R　and　ferritin．
　An　autopsy　was　done　in　case　l，3　and　4．　The
autopsy　of　case　1　was　done　8　days　after　admission．
There　was　massive　brain　edema　and　fatty　liver　of　macro－
microves cular　type．　An　infiltration　of　lymphocytes
dominant　cells　was　 ound，　and　showed　several　sizes　of
lipid　d oplets，　in　which　the　nuclei　of　hepatocytes　consist－
ed in　the　center，　which　is　shown　in　Fig．　1．　The　liver
tissues　of　 ase　2　were　obtained　by　needle　biopsy，　and
showed　an　infiltration　of　lymphocytes　and　hemo－
phagocytic　cells‘）．　An　autopsy　of　case　3　whose　PIV2
was　positive　by　conventional　viral　culture　in　the　naso－
pharyngeal　swab　was　done　within　12　hours．　Severe
brain　edema　was　found　and　the　histological　findings
revealed　many　hemophagocytic　cells　in　tonsils，　spleen
and　bone　marrow3）．　Case　4　（enterovirus　positive）
Table　1Sequence　of　the　primers　used　to　amplify　exons，　exons／
intron　junctions，　and　presumed　regulatory　region　of　the
SAP　gene．　We　changed　few　bases　from　the　report　by
Sumige　［20］．　The　ltalics　are　M　13　forward　and　reverse
primers　of　lR　800　M　13　primers　from　Li－COR．
XLP．　1
XLP．　2
XLP．　3
XLP．　4
XLP．　A
Forword：　cacgacgtigtaaaacgacacagaagcattactaagc
Reverse：　ggataacaatttcacacaggccagctgcrgttgcccac
Forword：　cacgacgtrgtaaaacgaccaatgacaccatatacgrgt
Reverse：　ggataacaatttcacacagggctttcttaatgatccatga
Forword：　cacgacgttgtaaaacgaccaagttacacaaargtta
Reverse：　ggataacaatttcacacagggttgactcataactctg
Forword：　cacgacgtrgtaaaacgaccattgtgagttttatgcag
Reverse：　ggataacaatttcacacagggctcaccgaactgtatta
Forword：　cacgacgttgtaaaacgacaaagcaccagttaaatgattc
Reverse：　ggataacaatttcacacaggtcacacttcagttaaaacgag
Table　2　Profiles　of　cases　with　CPAOA
Age Sex Date SymptomsTime　of　dead Virus　studies
1 lY＆6MM Nov　2001Fever，　stridor a貸er　8　days enterOVirUS（十）
2 4M M Mar　2002Apnea　in　sleep，
rFD（RDS）
after　23　hrs enterovirUS（十）
3 lY＆4MM Oct　2002Fever，　convulsio11a丘er　23　hrs parainHuenza　2（十）
4 lM M Dec　2002Apnea　on　sleepafter　21　hrs enterOVirUS（十）
（2）
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Table　3　Viral　studies　and　cytokjnes　of　subjects
　Case
獅浮高b??
Ferritin
ing／ml）　TGimg／ml）TNF一αiP9／ml）sTNFRling／ml） IL－6iP9／ml） IL－8iP9／ml） IL－10iP9／ml）
Soluble
@IL－2
窒?ｃｅｐｔｏｒ?
iU／ml）
Positivity　of　RT－PCR
@　of　enterovirus　or
@parainfluenza　virus
Normal
uange 27－32038－193 ＜5
0．7－2．0 ＜4 ＜8 ＜7．8 145－519
　1
iEV） 2，700 48 ND 38．4 42，000 ND 2，176．7 ND Liver，　brain；十?ｅａｒｔ，　lung；一
　2
iEV） 1，100
15 7 35．4 137，000ND 39．4 1，790
Liver，　CSF，
狽?ｒｏａｔ　swab；十
唐垂浮狽浮香C　serum；　
　3
iPIV） 6，380
88 ＜5 13．4 61，7001，049．3 244．9 1，540
Li▼er，
b盾獅?　marrOW；＋
撃浮獅〟C　kidney，　heart，
唐垂撃?ｅｎ，　CSF，　blood，
モ?ｒｅＣ窒≠戟@cortex，
nlfaCtOry　nerVe，
b窒≠奄氏@stem；一
　4
iEV） ＞3，000
59 ND 22．2 94，200 ND 4，016．4 2，230
Lung，　liver，
奄獅狽?ｓｔｉｎｅ；＋
b窒≠奄氏C　serum；一
EV　and　PIV　mean　enterovirus，　and　parainfluenza　virus　2，　respectively．
CSF：　Cerebrospinal　Fluid
Fig．　1 pathology　of　several　organs
In　case　l　2　and　4　enterovirus　was　detected，　In　case　3
　　　　　　ラ
parainfluenza　virus　was　isolated．
upper：liver　of　case　l．　There　is　fatty　liver　of　macro－
microvesicular　type
lower：bone　marrow　of　case　4．　There　are　many　hemo－
phagocytic　cells．
revealed　congestion　of　the　lungs　and　liver　and　bleeding
in　all　intestines．　There　were　many　hemophagocytic
cells　in　bone　marrow，　liver，　and　intestinal　mucosa，　which
revealed　that　virus－associated　hemophagocytic　syn－
drome　（VAHS）　was　the　main　cause　ofthe　fatal　outcome，
which　is　shown　in　Fig．　1．　ln　3　patients　there　was　no
case　that　showed　an　infiltration　of　iymphocytes　in　the
central　nervous　system．
　　In　case　1　and　3　we　assayed　mRNA　levels　of　several
cytokines　in　each　organ　（Table　3）．　The　results　showed
that　mRNA　levels　of　inflammatory　cytokines　in　brain，
kidney，　liver　and　spleen　were　elevated　（Table　4）．
　　The　SAP　gene　was　investigated　in　cases　1，3　and　4
with　infornied　consent．　The　direct　sequences　of　exon　l
to　4　and　intro／exon　junction　were　all　normal．
Discussion
　　Various　hypotheses　to　explain　CPA　in　infants　have
been　postulated：maternal　smoking，　absence　of　breast－
feeding，　winter　peak，　prone　sleeping　position　and　poor
socio－economic　situation　of　families　etc．　While　no
cause　has　been　clearly　identified，　there　is　some　evidence
suggesti　ng　that　respiratory　viral　infections　are　related　in
some　cases－influenza　virus7），　RS　virus8），　rhinovirusg），
adenoviruslo）rota　virus11）EV12）．　We　also　encounted　a
　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
1－month－old　infant　with　CPAOA　who　was　positive　f（）r
RS　virus　this　year．　It　has　been　suggested　that　virus
infections　with　bacterial　toxins　and／or　maternal　smok－
ing　etc．　might　induce　cytokine　activity13－16）．　Blackwell
et　al．　suggested　uncontrolled　cytokine　responses　might
lead　to　unexplained　deaths17）．　In　case　2，　RT－PCR　fbr
EV　was　positive　in　CSF，　liver　tissue　and　nasopharyngeal
swab．　The　liver　tissue　revealed　hemophagocytic　cells．
In　c se　3，　PIV2　was　isolated　by　conventional　viral　cul－
ture　in　the　nasopharynx　and　RT－PCR　fbr　PIV2　was
positive in　b n 　marrow　and　liver　tissue．　The　his－
tological　findings　in　tonsils，　spleen，　and　bone　marrow
（3）
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Table　4　inflammatory　cytokines　in　mRNA　levels　in　several　organs　obtained　from　subjected　patients
Organ IFN一γ／β一actin×104IL－6／β一actin×104TNF一α／β一actin×104
Case　I Brain 1．1 3．6 0．00
Liver 973 0．0 0．Ol
Case　3 Brain　stem 2．8 72．5 0．00
Cerebral　cortex 127．4 464．5 0．00
Bone　marrow 1．4 84．8 0．00
Lung 0．7 3．1 0．00
Liver 26．2 0．4 0．60
Spleen 12．9 0．0 0．05
Kidney 9．0 lL2 L98
Intestine 1．3 61．1 4．03
Heart 16．2 0．0 α00
revealed　many　hemophagocytic　cells．　Case　4　also　had
many　hemophagocytic　cells　in　bone　marrow．　ln　the
subjected　cases　the　levels　of　ferritin，　IL－6，　TN　F－a　or
TN　F－a　receptor　and　soluble　IL－2　receptor　were
extremely　high．　EB　virus　and　CMV　associated　hemo－
phagocytic　syndrome　（HPS）　were　accompanied　by　sev－
eral　prodromes　before　death‘）．　Compared　to　those
cases，　VAHS　induced　by　infection　of　PIV2　and　enter－
ovirus　are　suspected　to　caused　sudden　unexpected　death．
We　could　not　investigate　all　patients　with　CPAOA
precisely，　therefore　the　ratio　of　those　virus－associated
CPA　is　not　known．　However　we　suspect　those　cases
are　not　rare．
　　HPS　is　a　disease　characterized　by　prolonged　high
fever，　liver　dysfunction，　coagulation　abnormalities，　pan－
cytopenia　and　a　benign　histiocytic　proliferation　with
prominent　hemophagocytosis　in　bone　marrow，　liver，
spleen　and　lymph　nodes，　etc．　Although　the　mechanism
of　HPS　is　not　completely　elucidated，　several　viral　infec－
tions　have　been　reported　to　be　associated　with　HPS．
The　secondary　HPS　is　often　induced　by　infections　（infec－
tion－associated　hemophagocytic　syndrome，　IAHS；
VAHS）．　Their　laboratory　data　revealed　high　levels　of
triglyceride　and　a　marked　elevation　of　serum　ferritin．
The　elevation　of　inflammatory　cytokines，　particularly
tumor　necrosis　factor－ev　（TNF－a），　interleukin－6　（IL－
6），　IFN－7　and　SIL－2R，　which　are　presumably　released
from　the　activated　lymphocytes　and　macrophages，　have
been　supposed　to　be　responsible　for　the　pathogenesis　of
HPS．　Ohga　S，　et　al．　reported　that　IFN－7　is　one　of　the
most　sensitive　indicators　of　disease　activityi8）．　Komp　et
al．　reported　that　the　level　of　SIL－2R　is　elevated　in
childhood　HPSi9），　lmashuku　et　al．　also　demonstrated
that　the　level　of　the　IFN－7　and　SIL－2R　is　high　in
patients　in　HPS20）．　ln　this　study　we　proved　up－regula－
tion　of　those　cytokines　in　many　organs　using　a　Light
Cycler．　There　were　several　studies　about　inflammatory
cytokines　in　HPS　and　it　remains　unclear　which　cyto一
kines　are the　most　important　ones　in　causing　HPS．
Gauvin　et　al．　reported　two　cases　of　HPS　with　multiple
organ　dysfunction　syndromes　（MOF）2’）．　Consequently
the　patients died　due　to　MOF　following　VAHS．
　We　investigated　the　sequencing　of　enterovirus
obtai ed　from　PCR　products．　The　data　did　not　coin－
cide　with　en ero　71　which　is　reported　（unpublished
data）．　ln　Taiwan　there　was　also　a　pandemic　of　hand－
foot－and－mouth　disease　with　high　mortality　in　19982）．
However our　cases　do　not　correlate　with　those　viruses．
They　did　not　show　any　pathological　findings　of　ence－
phalomeningitis　a 　in　the　Taiwan　cases．
　　Since　all　cases　were　seen　in　boys　in　this　study，　X－
linked　 r　autosomal　recessive　genomic　diseases　were
suspected．　Recently　an　inherited　immunodeficiency
alled　X－linked　lymphoproliferative　disease　（XLP）　has
been newly　reported．　This　rare　disorder　provides　criti－
cal　new　information　about　the　regulation　of　T　helper
c ll　cytokine secretion，　a　process　that　is　absolutely　criti－
cal　for　appropriate　immune　responses　to　infectious
agents．　XLP　is　 haracterized　by　an　abnormal　and
extreme　sensitivity　to　EBV，　and　the　patients　exposed　to
EBV　have　a　severe　and　often　fatal　massive　proliferation
of　abnormal　T　lymphocytes．　XLP　is　caused　by　a
mutation of　a　gene　expressed　in　T　cells　that　encodes　a
protein　called　SAP22）23）．　We　investigated　the　SAP　gene
by　direct　sequencing，　and　there　was　no　mutation　in　the
subjected　three　cases．　These　findings　suggested　that
virus－related　CPA　is　caused　by　other　immunological
roles　about from　the　mutation　of　SAP　gene．　Mage　et　al
reported　that　the ratio　of　sudden　infant　death　syndrome
has a　ma 　fractio 　of　O．612　which　is　significantly　high，
and　sugg sted　that　two　X－linked　allele　single　genes　may
be　responsible24）．
the　hypothesis．
（4）
Further　studies　are　needed　to　clarify
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来院時心肺停止にて受診した患児におけるウイルス関連血球貧食症候群
長谷川　友　香
柏　木保　代
河　島　尚　志
武　隈　孝　治
東京医科大学小児科学講座
五百井　寛　明
星　加　明　徳
　来院時心肺停止（cardiopulmonary　arrests　on　arrival：CPAOA）にて受診した患児においてウイルス学的、免疫学的な
検討を行った。ウイルス学的検討では3例でエンテロウイルスが陽性、1例でパラインフルエンザウイルスが陽性であっ
た。組織学的検査では種々の臓器で血球貧食像を認め、また、血液学的にフェリチンやIL－6、可溶性IL－2受容体高値な
どからウイルス関連血球倉食症候群を合併していたと考えられた。ウイルス関連致死の遺伝子のひとつであるSAP
（signaling　lymphocytic　activation　mol㏄ule（SLAM）一associated　protein）を直接塩基配列にて検討したが変異は認めなかっ
た。
〈キーワード〉 来院時心肺停止、血球倉食症候群、ウイルス関連血球貧食症候群、エンテロウイルス、パラインフルエ
ンザウイルス、SAP
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